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瞬时 感受 器 电位 通道 1 在 臭氧 致 小 鼠 肺 组 织 炎 症 中 的 表达 
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广州 医科 大 学 :生理 学 教研 室 ,? 第 三 临床 学 院 , 广 东 广州 S10182; 中 山大 学 附属 第 二 医院 骨科 ,广东 广州 510120 


摘要 :目的 探讨 经 典 瞬 时 感受 器 电位 通道 1(TRPCI1 ) 在 臭氧 暴露 下 小 鼠 肺 组 织 中 的 表达 情况 。 方 法 采用 臭氧 暴露 建立 小 鼠 肺 
组 织 炎 症 模 型 ,通过 对 小 鼠 行 为 学 观察 .支气管 肺泡 灌 洗 液 的 细胞 分 类 计数 和 肺 组 织 病 理 形态 分 析 证 实 模型 建立 成 功 后 ， 
RT-PCR 法 检测 肺 组 织 TRPC1 mRNA 的 表达 ,Western blot 法 和 免疫 组 织 化 学 染色 法 分 别 观察 TRPC1 和 蛋白 在 肺 组 织 的 表达 和 
定位 情况 。 结 果 RT-PCR fil Western blot 结 果 显 示 ,与 对 照 组 相 比 ,臭氧 组 小 鼠 肺 组 织 TRPC1 mRNA 及 其 蛋白 表达 上 调 (P< 
0.05) ;免疫 组 织 化 学 染色 法 进一步 证 实 ,臭氧 组 小 鼠 肺 组 织 TRPC1 和 蛋白 在 肺泡 上 皮 细 胞 .支气管 上 皮 细 胞 .浸润 的 炎症 细胞 的 
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表达 均 较 对 照 组 明显 增强 (P<0.05); 相 关 性 分 析 显 示 , 小 鼠 肺 组 织 中 TRPC1 mRNA 和 和 蛋白 的 表达 均 与 支气管 肺泡 灌 洗 液 中 白 
细胞 总 数 E RA .中 性 粒 细胞 .淋巴 细胞 数 呈 显著 性 正 相 关 (P<0.01)。 结 论 TRPC1 可 能 与 小 鼠 肺 组 织 炎 症 发 病 机 制 有 关 。 


Expression of transient receptor potential canonical 1 in ozone-induced inflammatory 


lung tissues in mice 
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Abstract: Objective To detect the expression of transient receptor potential canonical 1 (TRPC1) in a mouse model of 


ozone-induced lung inflammation and explore its role in lung inflammation. Methods In a mouse model of lung inflammation 
established by ozone exposure, the expression of TRPC1 in the inflammatory lung tissues was detected by RT-PCR, Wstern 


blotting and immunohistochemistry. Results Compared to the control mice, the mice exposed to ozone showed significantly 
increased expression level of TRPC1 mRNA and protein in the inflammatory lung tissues (P<0.05). Immunohistochemistry 


showed increased TRPC1 protein expressions in the alveolar epithelial cells, bronchial epithelial cells, and inflammatory cells 
in the inflammatory lung tissues (P<0.05). The mRNA and protein expression levels of TRPC1 were positively correlated with 
the counts of white blood cells, macrophages, neutrophils and lymphocytes in the bronchoalveolar lavage fluid of the exposed 
mice (P<0.01). Conclusion TRPC1 may play a role in ozone-induced lung inflammation in mice. 
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FA4\ (Ozone, 0;) 是 一 种 广泛 存在 于 空气 中 的 二 次 
污染 物 。 研 究 表明 ,臭氧 对 呼吸 道 有 严重 损伤 作用 ,可 
引起 以 中 性 粒 细 胞 增多 为 主 的 炎症 反应 。 众 多 研究 表 
明 Ca”* 与 炎症 反应 密切 相关 “。 瞬 时 感受 器 电位 通道 
(TRPC) 是 位 于 细胞 膜 上 的 一 类 重要 的 非 选 择 性 阳离子 
通道 ,主要 介 导 钙 离 子 和 钠 离子 内 流 。TRPC 家族 包括 
7 个 成 员 , 即 TRPC1-7。TRPC1 是 最 早 被 克隆 的 哺乳 动 
物 TRPC 通 道 ,也 是 近年 来 研究 最 热门 的 TRPC 通 道 之 
一 。 本 课题 组 前 期 研究 表明 ,TRPCI 在 卵 白 蛋白 诱导 
的 哮喘 小 鼠 肺 组 织 中 表达 升 高 ” ,提示 TRPC1 有 可 能 在 
变 应 原 引 起 的 以 嗜 酸性 粒 细 胞 增多 为 主 的 炎症 反应 中 
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起 促进 炎症 发 生发 展 的 作用 。TRPC1 是 否 在 具 氧 诱导 
的 炎症 反应 中 起 作用 ,目前 未 见 相关 报道 。 本 人 研究 通过 
臭氧 暴露 建立 小 鼠 肺 组 织 炎 症 模型 ,研究 小 鼠 肺 组 织 
TRPC1 与 肺 组 织 炎症 的 关系 , 旨 在 为 极其 复杂 的 肺 组 
织 炎症 反应 调控 网 络 补充 新 的 内 容 。 


1 材料 与 方法 
1.1 实验 动物 及 分 组 

清河 级 BALB/c 肉 性 小 鼠 14 只 ,6~8 周 龄 ,体质 量 
15~18 g, 由 广东 省 医学 实验 动物 中 心 提供 。 随 机 将 小 
鼠 分 为 对 照 组 (control group) FRH (O; group), 
组 7 只 。 
1.2 主要 试剂 及 仪器 

Trizol (Invitrogen 公司 ) , RT-PCR 试剂 (TAKARA 
公司 ) ,一 抗 为 免 抗 小 鼠 TRPC1 多 克隆 抗体 (Abcam 公 
司 ,ab74919) ,二 抗 疗 根 过 氧化 物 酶 标记 山羊 抗 免 IgG 
(北京 易 国 ,进口 分 装 ) ,浓缩 型 DAB 试剂 盒 (北京 中 杉 
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金桥 公司 ) ,L- 小 型 臭氧 发 生 器 (广州 康利 科技 有 限 公 
司 ) ,便携 式 臭氧 检测 仪 (深圳 沃 塞 特 科 技 有 限 公司 )。 

1.3 方法 

1.3.1 DRA RRA eS 将 小 鼠 放 人 小 鼠 隔 离 
器 中 饲养 ,适应 环境 1 周 。 具 氧 组 小 鼠 于 适应 环境 后 的 
第 1 天 .第 3 天 .第 5 天 在 2.0 ppm RAMEE FARE 3 h; 
对 照 组 于 相同 环境 下 新 鲜 空气 暴露 。 

1.3.2 BALF 的 细胞 学 分 类 计数 末次 暴露 24h 后 , 戊 
巴 比 妥 钠 麻 醇 小 鼠 , 仰 卧 位 固定 ,气管 插 管 ,解剖 分 离 出 
左 肺 后 结扎 左 主 支气管 ,每 次 以 0.4 ml PBS 灌 洗 右 肺 ， 
反复 灌 洗 回收 3 次 (回收 率 大 于 80% ) ,收集 的 BALF 于 
4 C1500 r/min 离心 10 min, 细 胞 用 1 ml PBS 重 悬 , 吹 
打 均 匀 后 取 10 由 于 血细胞 计数 板 上 进行 白细胞 总 数 计 
数 ,余下 的 BALF 于 4 1500 r/min 离心 10 min, 弃 上 
清 , 取 细 胞 沉淀 涂 片 ,用 姬 姆 萨 染 色 法 在 光学 显微镜 下 
进行 细胞 分 类 计数 (每 例 随机 计数 100 个 细胞 )。 

1.3.3 观察 肺 组 织 病 理 变化 肺 组 织 用 4% 多 聚 甲 醛 洲 
液 固定 ,常规 制备 病理 切片 , 苏 木 精 - 伊 红 (HE) 染 色 后 观 
察 肺 组 织 病理 变化 。 

1.3.4 RT-PCR 法 检测 TRPC1 mRNA 表达 取 肺 组 织 
100 mg, 加 入 1 ml Trizol 试剂 , 按 试剂 说 明 书 提取 总 
RNA, 在 ND-1000 型 核酸 重 白 测定 仪 上 测 RNA 的 浓度 
及 纯度 。 按 照 试 剂 盒 的 说 明 书 进行 REPCR。 引 物 序列 : 
TRPC1 上 游 引物 序列 5-CAAGATTTTGGGAAATTT 
CTGG -3'; 下游 引物 序列 5'-TTTATCCTCATGATTT- 
GCTAT-3', 扩 增 片段 长 度 372 bpo GAPDH 上 游 引 物 序 
列 5'-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3'; 下 游 引 物 序 
列 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3', 扩 增 片段 长 度 
455 bp。 反 应 条 件 :(1)94 % 预 变性 $ min; (2)94 CC 变性 
15 8,53 CRK 15 s,72 % 延 伸 30 s, TRPC1 HET 35 “MIB 
环 ,GAPDH 进 行 30 个 循环 ;(3) 延 伸 5 min。PCR 产物 进 
行 琼脂 糖 电泳 。Image J 软 件 对 条 带 进 行 光 密度 分 析 , 以 
目的 基因 与 GAPDH 的 光 密 度 之 比 作 为 其 相对 表达 量 。 

1.3.5 Western blot 法 检测 TRPC1 蛋白 的 表达 MWA 
中 取出 肺 组 织 前 碎 , 放 入 EP 管 中 , 加 入 裂解 液 及 和 蛋白酶 抑 
制剂 , 匀 浆 .者 沸 、 离 心 后 ,将 上 清 移入 男 一 EP 管 。 用 BCA 
法 测定 蛋白 浓度 。 各 组 取 50 ug 蛋白 样品 于 10% SDS- 
PAGE 凝 胶 电 泳 , 电 湿 转 法 将 蛋白 转 印 至 PVDF 腊 上 。 
将 PVDF 膜 取出 放 入 TBST 溶 液 洗 10 minx3 次 ,5% 脱 
脂 奶粉 37 MC 封闭 1 h,3% 牛 血清 白 蛋 白 稀释 一 抗 (1: 


表 1 BALF 的 细胞 分 类 计数 
Tab.1 Cell counts in the BALF (x10%/L, Mean+SD) 
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1000)4 %C 冰 箱 摇动 孵育 过 夜 。 次 日 ,TBST 洗 膜 10 minx 
3, 加 闵 根 过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 抗 锡 IgG(1:5000) ,水 
平 揪 床 室温 孵育 1 h,TBST 洗 膜 10 minx3 次 ,经 ECL 化 
学 发 光 剂 曝光 5 min, H Image J 软 件 分 析 条 带 光 密度 
值 ,蛋白 表达 水 平 以 其 与 GAPDH 交 密度 值 比值 表示 。 
1.3.6 免疫 组 织 化 学 法 观察 TRPC1 蛋白 的 定位 石蜡 
切片 脱 晴 水 化 ,95 %C 左 右 抗原 修复 15 min,0.3% HO;- 
甲醇 室温 封闭 旷 育 10 min, 灭 活 内 源 性 过 氧化 物 酶 ， 
1 mol/l PBS 冲洗 3 minx3 次 ,正常 山羊 血清 37 CC 封闭 
20 min, 滴 加 一 抗 (1 : 100)37 % 孵 育 1 h,1 mol/l PBS 冲 
洗 3 minx3 次 ,以 PBS 代 替 一 抗 作 阴 性 对 照 。 滴 加 羔 根 
过 氧化 物 酶 标记 的 山羊 抗 免 抗体 (1:200) ,37 CHA 
10 min, PBS #YE3 minx3 次 。DAB 显 色 ,蒸馏 水 冲洗 ， 
终止 显 色 。 苏 木 精 复 染 ,1% 盐 酸 酒精 分 化 ,自来水 冲 
洗 ,中 性 树脂 封 片 ,显微镜 下 观察 。 阳 性 表达 为 细胞 内 
呈 棕 黄色 颗粒 改变 。 同 一 光 强 度 下 ,光学 显微镜 (x200) 
随机 选取 5 个 视野 拍照 保存 ,Image-pro Plus(IPP)6.0 Al 
像 分 析 系 统 检测 累积 光 密 度 值 IOD) ,计算 TRPC1 和 蛋白 
阳性 相对 表达 量 。 
1.4 统计 学 方法 

实验 数据 用 均 数 + 标准 误 表示 ,采用 SPSS13.0 统 计 
软件 对 数据 进行 统计 分 析 ,显著 性 检验 用 : 检验 ,相关 性 
分 析 采 用 Pearson 直线 相关 法 。P<0.05 为 差异 有 统计 


YA -are ANY 
学 意义 。 


2 结果 

2.1 模型 的 成 功 建立 

2.1.1 行为 学 观察 臭氧 组 小 鼠 表 现 为 烦躁 不 安 、 呼 吸 
急促 ,节律 不 齐 . 腹 肌 痉 挛 、 大 小 便 失禁 ;持续 的 喘 氧 应 激 
后 ,部 分 小 鼠 出 现 喘息 或 哮 鸣 音 。 对 照 组 未 见 上 述 改 变 。 
2.1.2 BALF 的 细胞 分 类 计数 由 表 1 可 见 , 与 对 照 组 相 
比较 ,中 氧 组 小 鼠 BALF 中 白细胞 总 数 \ 巨 哈 细 胞 、 中 性 
粒 细 胞 和 淋巴 细胞 数 显 著 增 多 (P<0.05) ,以 中 性 粒 细 胞 
增多 为 主 。 

2.1.3 肺 组 织 病 理 形态 分 析 对 照 组 小 鼠 光 镜 下 可 见 肺 
泡 结构 完整 ,肺泡 腔 内 无 渗 出 液 , 文 气管 上 皮 细 胞 排列 
有 序 , 有 少量 环形 气 道 平滑 肌 且 不 连续 (图 1A); 具 氧 组 
小 鼠 肺 组 织 光 镜 下 可 见 肺泡 壁 结 构 受 损 , 肺 间 质 充血 ， 
文 气管 管 腔 狭窄 ,上 皮 有 脱落 , 气 道 平滑 肌 增 厚 量 连续 ， 
气管 和 血管 周围 可 见 炎 性 细胞 浸润 (图 1B)。 


Group Total WBC Macro Neutro Lympho Eosino 
Control group 16.96+1.71 16.29+1.64 0.24+0.03 0.08+0.01 0.42+0.04 
O; group 55.843.75* 50.2943.37* 3.35+0.22* 1.96+0.13* 0.52+0.06 


*P<0.05 vs control group. 
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Fig.1 Morphological changes of the lung tissues (HE staining, original magnification: 200). A: 


Control group; B: O; group. 


2.2 TRPC1 mRNA 在 肺 组 织 中 的 表达 情况 

RT-PCR 结果 显示 , 吴 氧 组 小 鼠 肺 组 织 TRPC1 
mRNA 表达 量 为 0.32+0.04, 对 照 组 为 0.15+0.03( 图 2)。 
两 组 相 比 ,臭氧 组 TRPC1 mRNA 表达 明显 增强 。 


A GAPDH TRPC1 
1 2 1 2 bo 
B 
0.40 : 
2 
= 0.30 
T 
A 
A 
$ 0.20 
已 
Z 
= 0.10 
0.00 


Control group O; group 


图 2 RT-PCR 法 检测 两 组 小 鼠 肺 组 织 中 
TRPC1 mRNA 的 表达 情况 

Fig.2 mRNA expressions of TRPC1 in mouse 
lung tissues detected by RT-PCR. *P<0.05 vs 
control group. 1: Control group; 2: O; group. 


2.3 TRPC1 K 4 +) RARR P 09 RGA IL 

Western blot 结 果 ( 图 3) 发 现 , 对 照 组 和 具 氧 组 小 鼠 
HiH TRPC1 和 蛋白 表达 量 分 别 为 0.25+0.05 FI 0.47 
0.04, 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05)。 人 免疫 组 织 化 学 结果 
(图 4) 显 示 , 对 照 组 小 鼠 肺 组 织 中 肺泡 上 皮 和 支气管 上 
皮 细 胞 有 少量 阳性 表达 ,其 他 部 位 表达 不 明显 ,而 臭氧 
组 小 鼠 肺 泡 上 皮 细 胞 、 支 气管 上 皮 细 胞 和 温润 的 炎 


证 细胞 表达 均 较 对 照 组 增强 , 且 对 照 组 和 和 具 氧 组 
TRPCI1 和 蛋白 阳性 表达 的 IOD 分 别 为 16656.10+1405.22 
和 67820.56+5098.49, 差 异 有 统计 学 意义 (P<0.05)。 


A Control Os 


GAPDH36kDa 


ren oe TRPC1 91 kDa 


TRPC1/GAPDH ratio 
So > S 
N we 上 
=) D D 


© 
jak 
© 


0.00 


O; group 


Control group 


3 Western blot 法 检测 两 组 小 鼠 肺 组 织 中 
TRPC1 蛋白 表达 情况 

Fig.3 Protein expressions of TRPC1 in mouse 
lung tissues detected by Western blotting. *P< 
0.05 vs control group. 


2.4 相关 性 分 析 

相关 性 分 析 显 示 ,小 鼠 肺 组 织 中 TRPC1 mRNA 表 
达 与 BALF 白细胞 总 数 . 巨 哈 细胞 ,中 性 粒 细胞 淋巴 细 
胞 数 呈 显 车 性 正 相 关 (r 分 别 为 0.826、0.823、0.842 和 
0.841,P<0.01) ,TRPC1 和 蛋白 表达 也 与 BALF 白细胞 总 
数 . 巨 哈 细 胞 ,中 性 粒 细胞 淋巴 细胞 数 呈 显著 性 正 相 关 
(7 分 别 为 0.863、0.860.0.878 和 0.878,P<0.01)。 
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图 4 免疫 组 织 化 学 法 观察 两 组 小 鼠 肺 组 织 中 TRPCI1 蛋白 表达 的 定位 
Fig.4 Localization of TRPC1 protein in mouse lung tissues detected by immunohistochemistry (Original 
magnification: x400). A: Control group; B: O; group. 


3 讨论 

钙 离子 作为 第 二 信使 ,广泛 参与 细胞 中 各 种 生命 活 
动 。 胞 内 Ca 稳 态 失衡 是 影响 细胞 生理 功能 的 重要 因 
素 , 细 胞 内 Ca” 浓 度 ([Ca”]i) 调 节 主 要 依靠 : 肌 浆 内 质 网 
钙 池 系统 中 Ca” 释 放 以 及 胞 外 Ca” 通 过 离子 通道 如 电压 
依赖 性 钙 通 道 , 钙 库 操纵 性 钙 通 道 (store-operated 
calcium channels, SOCC) 或 受 体操 纵 性 钙 通道 内 流 。 
对 于 兴奋 性 细胞 来 说 ,电压 操纵 性 钙 通道 是 胞 外 钙 内 流 
的 主要 途径 ,但 大 部 分 非 兴 奋 性 细胞 没有 电压 操纵 性 钙 
通道 , 钙 库 操纵 性 钙 内 流 (store-operated calcium entry, 
SOCE) 是 非 兴 奋 性 细胞 钙 内 流 的 主要 途径 %。SOCC 由 
基质 交 联 分 子 1(STIM1) 、 钙 释放 激活 钙 通 道 蛋 白 
(Orai) 和 TRPC 构 成 。 在 多 种 细胞 中 发 现 ,TRPC1 与 
STIM1 .Orai 共 同调 节 SOCE*",TPRC1 被 认为 是 构成 
SOCC 最 有 可 能 的 TRPC 通道 。 有 研究 显示 ， 
SKF96365(SOCC 的 抑制 剂 ) 能 抑制 小 鼠 淋 巴 细胞 的 活 
化 和 增殖 ,也 可 以 抑制 刀 豆 蛋白 A 和 PMA (phorbol 
12-myristate 13-acetate)/ 离 子 考 素 诱 导 的 炎 性 细胞 因子 
的 释放 ""。 这 些 研究 提示 TRPCI1 可 能 与 炎症 有 关 。 

有 研究 报道 核 转录 因子 -kappa B (NF-KB) 和 
TRPC1 在 血管 紧张 素 开 诱导 的 SOCE 和 人 脐 静 脉 内 皮 
细胞 通 透 性 中 起 重要 作用 ,TRPC13 引 起 的 SOCE 依 赖 于 
NF-KB 的 激活 中 。Lin 等 中 研究 发 现 ,在 人 结肠 肌 成 纤 
维 细胞 系 CCD-18 细 胞 中 ,TNF-o 通 过 NEF-kB 途径 可 诱 
导 TRPC1 和 蛋白 表达 增加 和 TRPC1 介 导 的 钙 离子 内 流 ， 
NF-KB 的 特异 性 抑制 剂 SN-50 作 用 后 抑制 了 TRPC1 的 
表达 和 减弱 了 钉 离 子 内 流 "”。Paria 等 “发 现在 人 肺 
动脉 内 皮 细 胞 中 ,凝血 酶 通过 激活 NF-KB 能 促进 
TRPC1 mRNA 和 和 集 白 的 表达 增加 ,从 而 使 TRPC1 诱 导 
的 钙 离 子 内 流 和 内 皮 细 胞 通 透 性 增加 , 且 存 TRPCI1 的 
5'- 调 控 区 发 现 有 3 个 NF-xkB 的 结合 位 点 。 这 些 研究 提 
IR NF-KB 可 能 作为 上 游 调控 TRPCI 的 表达 ,而 NF-kB 
途径 与 炎症 密切 相关 ,TRPC1 可 能 通过 NF-xB 的 调控 


参与 炎症 反应 。 本 次 试验 首次 发 现 ,臭氧 暴露 后 ， 
BALB/c 小 鼠 肺 组 织 的 TRPC1 mRNA 和 和 蛋白 质 表 达 上 
调 ,进一步 研究 提示 蛋白 定位 在 肺泡 上 皮 细 胞 、 支 气管 
上 皮 细 胞 和 浸润 的 炎症 细胞 上 。 且 TRPC1 mRNA 和 
蛋白 质 的 表达 与 与 肺泡 灌 洗 液 中 白细胞 总 数 E 
胞 .中 性 粒 细胞 .淋巴 细胞 数 呈 显著 正 相 关 。 提 示 ， 
TRPC1 可 能 参与 臭氧 暴露 导致 的 肺 组 织 炎症 。 

综 上 所 述 ,TRPCI1 在 臭氧 导致 的 炎症 中 起 重要 作 
用 ,有 可 能 成 为 肺 部 炎症 疾病 治疗 的 组 点 ,但 其 具体 作 
用 机 制 及 其 与 NF-kB 的 关系 有 待 进一步 探讨 。 
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